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Araflt›rma Makalesi

Fasciola hepatica ile Enfekte Koyunlarda Lipid Peroksidasyonu,
Antioksidant Enzimler ve Nitrik Oksit Düzeyleri*
Fulya BENZER, Sema TEM‹ZER OZAN
F›rat Üniversitesi, Veteriner Fakültesi, Biyokimya Anabilim Dal›, Elaz›¤ - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 09.04.2002

Özet: Bu çal›flmada, Fasciola hepatica ile enfekte koyunlarda malondialdehid düzeyleri, antioksidant enzimlerden katalaz ve glutatyon
peroksidaz aktiviteleri ile nitrik oksit düzeyleri ölçülmüfltür. Malondialdehid düzeyi plazmada Yagi, dokuda Ohkawa yöntemine göre,
katalaz aktivitesi Aebi, glutatyon peroksidaz aktivitesi Beutler, nitrik oksit düzeyi ise Griess yöntemine göre çal›fl›lm›flt›r.
Fasciolasisli grubun plazma malondialdehid düzeyleri, eritrosit katalaz, glutatyon peroksidaz aktiviteleri ile serum nitrik oksit
düzeyleri kontrol grubuna göre istatistiksel olarak herhangi bir de¤ifliklik göstermemifltir (P > 0,05). Fasciolasisli grubun karaci¤er
malondialdehid düzeyi, katalaz aktivitesi ile nitrik oksit düzeyi kontrol grubuna göre önemli derecede düflerken, glutatyon peroksidaz
aktivitesi ise önemli derecede artm›flt›r (P < 0,01). Fasciola hepatica’n›n sebep oldu¤u sirotik karaci¤er dokusunda malondialdehid
düzeyleri, antioksidant enzim aktiviteleri ve nitrik oksit düzeylerinde de¤ifliklikler meydana gelirken, kanda herhangi bir de¤ifliklik
meydana gelmemifltir.
Kanda de¤ifliklik meydana gelmemesi Fasciola hepatica’n›n sebep oldu¤u hasar›n mekanik olmas›ndan kaynaklanabilir.
Anahtar Sözcükler: Fasciola hepatica, siroz, malondialdehid, katalaz, glutatyon peroksidaz, nitrik oksit

Lipid Peroxidation, Antioxidant Enzymes and Levels of Nitric Oxide in Sheep
Infected with Fasciola hepatica
Abstract: In this study, the levels of malondialdehyde and activities of catalase and glutathione peroxidase, two antioxidant enzymes,
and the levels of nitric oxide in sheep infected with Fasciola hepatica were measured. The level of malondialdehyde in plasma and
tissue was measured according to the Yagi and Ohkawa methods, respectively. The activities of catalase and glutathione peroxidase
were measured according to the methods of Aebi and Beutler, respectively. The level of nitric oxide was determined by the method
of Griess.
There were no statistically significant differences in the level of plasma malondialdehyde, activities of erythrocytes catalase and
glutathione peroxidase and levels of nitric oxide of the group with fasciolasis in comparison with the control group (P > 0.05).
However, the level of malondialdehyde in the liver, the activity of catalase and the level of nitric oxide in the group with fasciolasis
were much lower than those in the control group while the activity of glutathione peroxidase increased significantly (P < 0.01).
Cirrhosis caused by Fasciola hepatica induced significant changes in malondialdehyde and nitric oxide levels and the activities of
antioxidant enzymes in liver tissue, though blood parameters were not affected.
The fact that blood values were not affected is probably because the damage Fasciola hepatica caused was a mechanical process.
Key Words: Fasciola hepatica, cirrhosis, malondialdehyde, catalase, glutathione peroxidase, nitric oxide

Girifl
Fasciolasis ruminantlar›n bir trematod invazyonu olup,
büyük ekonomik kay›plara sebep olmaktad›r. Parazitin
genç formlar› tahribat› karaci¤er parankimas›nda,
olgunlar› ise safra kanallar›nda olufltururlar. Siroz,
karaci¤er interstitiumunun süregen ve proliferatif yang›s›
olup, karaci¤erde ilerleyici bir fibrozis veya nedbeleflme

söz konusudur. Sirozda karaci¤er parankimi gözden
kaybolur ve bunun yerini giderek yayg›n bir biçimde
üreyen interstitiel doku al›r. Sirozun toksik, enfeksiyöz,
paraziter olmak üzere pek çok sebepleri vard›r (1,2).
Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan
poliansatüre ya¤ asitlerinin (PUFA) serbest oksijen
radikalleri taraf›ndan peroksitler, alkoller, aldehitler gibi

* Doktora tezinin bir k›sm›ndan al›nm›flt›r.
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çeflitli ürünlere y›k›lmas› reaksiyonudur. Lipid
hidroperoksitleri y›k›ld›¤›nda ço¤u biyolojik olarak aktif
olan aldehidler oluflurlar. Bu bileflikler ya hücre düzeyinde
metabolize edilirler veya bafllang›çtaki etki alanlar›ndan
diffuze olup hücrenin di¤er bölümlerine hasar› yayarlar,
böylece birçok hastal›¤a ve doku hasar›na sebep olurlar
(3). Orotik asit, etanol ve fosfor taraf›ndan meydana
getirilen karaci¤er hasar›n›n lipid peroksidasyon ile iliflkili
oldu¤u bildirilmifltir (4).
Katalaz; (EC 1.11.1.6) hidrojen peroksidi (H2O2)
oksijen ve suya parçalar. Birçok hastal›kta örne¤in kanser,
Down sendromu ve anemide serumda katalaz
aktivitesinin de¤iflti¤i bildirilmifltir (5).
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px EC 1.11.1.9),
hidroperoksidlerin indirgenmesinden sorumlu sitozolik
bir enzimdir. Eritrositlerde GSH-Px oksidant strese karfl›
en etkili antioksidant olup fagositik hücrelerde de önemli
fonksiyonlar› vard›r (6). Fasciola hepatica (F. hepatica)’da
katalaz, GSH-Px ve nikotinamid adenin dinükleotid (NAD)
ba¤l› glutatyon redüktaz aktivitesine rastlan›lmam›flt›r.
Düflük seviyelerde nikotinamid adenin dinükleotid fosfat
(NADP) ba¤l› glutatyon redüktaz ve süperoksid dismutaz
aktivitesine rastlan›lm›flt›r (7).
.
Nitrik oksit (NO )’in moleküler orbitalinde efllenmemifl
elektron çifti bulundu¤u için serbest radikal olarak yar›
.
ömrü çok k›sad›r. NO oluflumu memeli hücrelerinde
yayg›nd›r ve NADPH’a ba¤›ml› Nitrik Oksit Sentaz (NOS)
enzimini gerektirir (8). Karaci¤er sirozlu hastalarda
artm›fl intrahepatik rezistans sonucu oluflan portal
hipertansiyon yayg›n komplikasyonlardan biridir.
Endotelial NOS’›n enzimatik fonksiyonundaki azalmadan
.
kaynaklanan NO üretimindeki azalman›n ve karaci¤erin
stallet hücrelerinin artm›fl olan kontraksiyonunun sirotik
karaci¤erdeki intrahepatik rezistans›n art›fl›na katk›da
.
bulundu¤u gösterilmifltir (9). NO ’in son ürünleri olan
nitrit ve nitrat düzeylerinin sirozlu hastalar›n serumunda
artt›¤› ve bu art›fl›n endotoksemi ile paralellik gösterdi¤i
bildirilmifltir (10).
Fasciolasiste genç parazitlerin karaci¤erdeki göçleri
s›ras›nda oluflan mekanik hasar›n serbest radikal oluflumu,
.
antioksidant enzim sistemi ve NO üzerine herhangi bir
etkisinin olup olmad›¤›n› anlayabilmek için sa¤l›kl› ve
fasciolasisli koyunlar›n kan ve karaci¤er dokular›nda lipid
peroksidasyonu, katalaz, glutatyon peroksidaz enzim
.
aktiviteleri ile NO düzeylerinin ölçülmesi amaçlanm›flt›r.
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Materyal ve Metot
Araflt›rma materyallerini, Elaz›¤ Elet Tesislerine
getirilerek yafl ve cinsiyet ayr›m› yap›lmaks›z›n klinik ve
postmortem muayene sonras› sa¤l›kl› ve fasciolasis teflhisi
konulan koyunlardan al›nan ortalama 44 adet kan ve 35
adet karaci¤er doku örnekleri oluflturmufltur. Kan ve
doku örnekleri kesim s›ras›nda al›narak en k›sa zamanda
labaratuvara getirilip analizlere tabi tutulmufltur.
Antikoagülantl› al›nan kan örneklerinden bir miktar
ayr›larak GSH-Px aktivitesine ve hemoglobin miktar›na
bak›lm›flt›r. Geriye kalan kanlar santrifüj edilerek
plazmalar› ayr›lm›fl ve bu plazmada malondialdehid (MDA)
tayini yap›lm›flt›r. Plazmas› ayr›ld›ktan sonra kanlar 3 defa
serum fizyolojik ile y›kanmak suretiyle haz›rlanan
hemolizatta katalaz aktivitesine ve hemoglobin miktar›na
.
bak›lm›flt›r. NO tayini için serum kullan›lm›flt›r. Serum
fizyolojik içinde laboratuara getirilen karaci¤er doku
örneklerini homojenize etmek için MDA tayininde %
1,15’lik KCl, katalaz tayininde % 1’lik triton x –100,
.
GSH-Px tayininde tris tamponu ve NO tayininde fosfat
tamponu kullan›lm›flt›r.
Plazmada MDA tayini modifiye edilmifl Yagi (11),
dokularda ise Ohkawa (4) yöntemiyle spektrofotometrik
olarak yap›lm›flt›r. Bu metot lipid peroksidasyonunun
aldehid ürünlerinden biri olan MDA ile tiobarbitürik asit
(TBA)’in reaksiyonu temeline dayanmaktad›r. Oluflan
MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks oluflturmakta ve
bu çözeltinin absorbans›n›n 532 nm’de spektrofotometrik
olarak ölçümü ile lipid peroksidasyonunun derecesi
saptanmaktad›r.
Eritrosit ve doku katalaz aktivitesi Aebi (12) metodu
ile saptanm›flt›r. H2O2’in katalaz taraf›ndan y›k›m h›z›,
H2O2’in 240 nm dalga boyunda ›fl›¤› absorbe etmesinden
yararlan›larak spektrofotometrik olarak ölçülmüfltür.
Eritrosit ve doku GSH-Px aktivitesi Beutler (13)
metoduna göre, NADPH’in NADP+’ye yükseltgenmesi
s›ras›ndaki
absorbans
fark›n›n
340
nm’de
spektrofotometrik olarak okunmas› ile tayin edilmifltir.
.
NO düzeyi Griess yöntemine göre ölçülmüfltür (14).
.
Serumda ve dokuda NO düzeyi, nitrit ve nitrat›n toplam›
olarak ölçülmüfltür. Protein miktarlar› Lowry (15),
hemoglobin miktar› ise siyanomethemoglobin (16)
yöntemine göre yap›lm›flt›r. Sonuçlar student-t testi ile
de¤erlendirilmifltir.
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Bulgular
Tablo 1’de kontrol ve fasciolasisli koyunlar›n plazma
MDA düzeyleri, eritrosit katalaz ve GSH-Px aktiviteleri ile
.
serum NO düzeyleri gösterilmifltir. Plazma MDA, eritrosit
.
katalaz ve glutatyon peroksidaz aktiviteleri ile serum NO
düzeyleri kontrol grubunda s›ras›yla, 1,85 ± 0,68
nmol/ml, 15,88 ± 5,10 k/g Hb, 58,90 ± 16,75 U/g Hb,
47,60 ± 10,38 µ mol/L iken, fasciolasisli grupta s›ras›yla
1,99 ± 0,60 nmol/ml, 15,02 ± 5,80 k/g Hb, 51,65 ±
11,65 U/g Hb, 46,33 ± 12,65 µ mol/L olarak
saptanm›flt›r.
Tablo 2’de karaci¤er dokusunda MDA düzeyi, katalaz
.
ve GSH-Px aktiviteleri ile NO düzeyleri s›ras›yla kontrol
grubunda 28,25 ± 7,09 nmol/g doku, 1548 ± 526,17
k/g protein, 34,63 ± 9,50 U/g protein, 37,05 ± 7,21 µ
mol/L iken, fasciolasisli grupta s›ras›yla 1,18 ± 1,41
nmol/g doku, 484,27 ± 189,98 k/g protein, 90,54 ±
33,19 U/g protein, 11,45 ± 2,82 µ mol/L olarak
ölçülmüfltür.
Kontrol grubu ile fasciolasisli grup aras›nda plazma
MDA düzeyleri, eritrosit katalaz ve GSH-Px aktiviteleri ile
Tablo 1.

.
serum NO düzeyleri bak›m›ndan istatistiksel olarak
anlaml› bir fark gözlenmemifltir (P > 0,05). Doku MDA,
.
NO düzeyleri ile katalaz aktivitesi kontrol grubuna göre
düflerken, GSH-Px aktivitesinde bir art›fl gözlenmifltir (P
< 0,01).
Tart›flma

F. hepatica gibi ruminantlarda yayg›n olarak görülen
karaci¤er parazitleri konakç›lar›n›n karaci¤erinde büyük
harabiyet meydana getirdi¤i için karaci¤er enzim
aktivitelerinde de de¤ifliklikler gözlenmektedir.
Lipid peroksidasyonu ve sonuçlar› ilk aflamada
biyolojik zarlar› ilgilendirir. Kanser hücrelerinde lipid
peroksidasyonu ile ilgili olarak yap›lan bir çal›flmada;
tümörün büyüme h›z›yla ilgili olarak peroksidasyon
derecesinin azald›¤› görülmüfltür. Peroksidasyona karfl›
hücrenin duyarl›l›¤›n›n azalmas› hücresel membranlardaki
lipid kompozisyonunun de¤iflmesi özellikle de
PUFA’lerinin belirgin derecede azalmas› ve membran›n
statik ve dinamik özelliklerinin de¤iflmesiyle aç›klanm›flt›r
(17).

Sa¤l›kl› ve Fasciola hepatica ile Enfekte Koyunlar›n Plazma MDA Düzeyleri, Eritrosit Katalaz ve GSH-Px
Aktiviteleri ile Serum NO. Düzeyleri.
MDA
nmol/ml
n

Katalaz
k/g Hb
n

GSH-Px
U/g Hb
n

Nitrik Oksit
µ mol/L
n

Kontrol Grup

70

1,85 ± 0,68

72

15,88 ± 5,10

28

58,90 ±16,75

20

47,60 ±10,38

Fasciolasisli Grup

64

1,99 ± 0,60

74

15,02 ± 5,80

13

51,65 ±11,65

15

46,33 ±12,65

P

Tablo 2.

>0,05

>0,05

>0,05

>0,05

Sa¤l›kl› ve Fasciola hepatica ile Enfekte Koyunlar›n Karaci¤er Dokusunda MDA Düzeyleri, Katalaz ve GSH-Px
Aktiviteleri ile NO. Düzeyleri.
MDA
nmol/ gr doku
n

Katalaz
k/g protein
n

GSH-Px
U/g protein
n

Nitrik Oksit
µ mol/L
n

Kontrol Grup

40

28,25 ± 7,09

50

1548 ± 526,17

21

34,63 ± 9,50

20

37,05 ± 7,21

Fasciolasisli Grup

20

1,18± 1,41

20

484,27±189,98

20

90,54 ±33,19

20

11,45 ± 2,82

p

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01
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Zidenberg-Cherr ve ark. (18)’lar› 12-20 ay süre ile
alkolle besledikleri domuzlarda karaci¤er homojenat› ve
mikrozomlarda afl›r› doymam›fl ya¤ asidi miktar›n›n
azald›¤›n› ve bunun sonucu olarak peroksid oluflum
indeksinin de düflük oldu¤unu göstermifllerdir.

GSH-Px aktivitesi ve lipid peroksidasyonu ölçülmüfltür.
Karaci¤er lipid peroksidasyon içeri¤i 4-6. haftalarda
artm›fl, GSH-Px aktivitesi 4. haftada artm›flt›r. Karaci¤er
GSH-Px aktivitesindeki art›fl›n lipid peroksid üretimiyle
ilgili olabilece¤i fleklinde yorum getirilmifltir.

Bu çal›flmada fasciolasisli hayvanlar›n plazma MDA
düzeylerinde herhangi bir de¤ifliklik olmad›¤›, karaci¤er
MDA düzeylerinde ise kontrollere göre önemli oranda bir
düflme meydana geldi¤i gözlenmifltir. Karaci¤er
dokusunun ileri derecede fibrotik olmas›, hücre membran
yap›s›n›n bozulmufl olabilece¤ini ve bunun da hücrenin
lipid peroksidasyonuna karfl› direnç sa¤layabilece¤ini
düflündürmektedir.

Y›lmaz ve Bahçecio¤lu (23) yapm›fl olduklar› bir
çal›flmada CCl4 ile ratlarda siroz oluflturmufl ve karaci¤er
dokusunda MDA, GSH-Px, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
ve pirüvat kinaz aktivitelerini ölçmüfllerdir. Sirozlu
grubun karaci¤er MDA düzeylerinin kontrollere göre
yüksek, GSH-Px aktivitelerinin, glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz aktivitelerinin ise düflük oldu¤unu
bulmufllard›r.

Karaci¤er hücrelerinin fliflmesi ve dejenerasyonu ile
karekterize olan Hindistan çocukluk devresi sirozunda,
antioksidant enzimlerden katalaz aktivitesi sa¤l›kl› kiflilere
oranla önemli derecede azalm›flt›r. Moleküler düzeyde
yap›lan araflt›rmalar sonucunda DNA fragmentasyonunda
bir art›fl görülmüfltür. Nükleusta bak›r›n birikmesi ve
katalaz aktivitesindeki azalma bu hastal›kta görülen
hepatositlerdeki DNA fragmentasyonu ile ilgili
bulunmufltur (19).

F. hepatica ile ilgili olarak yap›lan bu araflt›rmada,
eritrosit katalaz, GSH-Px enzim aktivitesinde sa¤l›kl› ve
fasciolasisli hayvanlar aras›nda istatistiksel olarak bir fark
bulunamazken, fasciolasisli hayvanlarda karaci¤er katalaz
enzim aktivitesinde düflüfl, GSH-Px enzim aktivitesinde ise
art›fl tespit edilmifltir. Katalaz ve GSH-Px ile ilgili sonuçlar
yap›lan çal›flmalar ile uyum içerisindedir.

Sanz ve ark. (20)’lar› taraf›ndan yap›lan bir çal›flmada;
ratlara 6 ay boyunca haftada 3 kez intraperitoneal
tiyoasetamit verilerek hiperplastik nodüler siroz
oluflturulmufl ve baz› enzim aktiviteleri ölçülmüfltür.
Ölçümler sonucunda peroksitlerin eliminasyonundan
sorumlu olan enzimlerden katalaz ve GSH-Px 6 ayl›k
intoksikasyonun sonucunda belirgin derecede azalm›fl, CuZn ve Mn süperoksid dismutaz ise toksikasyon süresince
artmaya devam etmifltir.
Cordero ve ark. (21)’lar› taraf›ndan yap›lan bir
çal›flmada çeflitli karaci¤er hastal›klar›nda (steatosis,
alkolik hepatitis, hepatik siroz, aktif kronik hepatitis ve
fliddetli kronik aktif hepatitis) karaci¤er ve eritrosit GSHPx aktiviteleri ile MDA seviyeleri ölçülmüfl ve bu ölçümler
sonucunda eritrosit GSH-Px aktivitesinde bir de¤ifliklik
görülmemifltir. Karaci¤erde ise kontrol grubuna göre
steatosisde GSH-Px aktivitesi artm›flt›r. Alkolik karaci¤er
hastal›¤›n›n bafllang›ç aflamas›ndaki toksik ajanlar
taraf›ndan meydana getirilen aktivite art›fl› karaci¤er
hasar›ndaki art›fl ile aç›klanm›flt›r. Karaci¤er MDA seviyesi
ile GSH-Px aras›nda kontrol grubunda negatif bir
korelasyon görülmüfltür.
Ya¤l› karaci¤er ile ilgili yap›lan bir çal›flmada (22),
ratlar deneysel olarak alkol ile beslenmifl ve karaci¤er

660

Gupta ve ark. (24)’lar› taraf›ndan sirotik intrahepatik
mikrosirkülasyonda artm›fl vasküler ton üzerine
endotelyumun fonksiyonel rolünün araflt›r›ld›¤› çal›flmada
.
sirotik ratlar›n intrahepatik mikrosirkülasyonunda NO
üretiminde bir azalma ve endotelial disfonksiyonu
gözlenmifltir. Yap›lan çal›flmada sirotik karaci¤erlerde
nitrit ve nitrat üretiminin belirgin olarak azald›¤›
bulunmufltur. Sirotik mikrosirkülasyonda asetilkoline
verilen damar gevfletici cevab›n azalmas› vazorelaksiyon
sa¤lay›c› faktörlerin sentezinin azalmas› ile aç›klanm›flt›r.
.
Sirotik karaci¤erdeki NO üretiminin azalmas› endotelial
disfonksiyonu do¤rulamaktad›r.
Cervi ve ark. (25)’lar› taraf›ndan F. hepatica ile
enfekte ratlarda mitojenlere karfl› mononükleer dalak
hücrelerinin proliferatif cevaplar›n›n araflt›r›ld›¤›
.
çal›flmada, NO seviyelerini belirlemek için peritoneal
hücre süpernatant kültürlerinde nitrit düzeyleri
ölçülmüfltür. Lipopolisakkarit uyar›ml› peritoneal hücreler
.
taraf›ndan üretilen NO miktar›nda giderek bir azalma
belirlenmifl ve bu azalma F. hepatica’n›n ekskretorsekretor antijenleri ile k›smen ilgili bulunmufltur. Öte
yandan enfekte ratlar›n peritoneal hücreleri taraf›ndan
.
üretilen NO miktar›ndaki azalma peritoneal göç boyunca
.
NO ’in öldürücü etkisinden kaç›nmak için parazitin
stratejilerinden biri olabilir.

F. BENZER, S. TEM‹ZER OZAN

Çal›flmada sa¤l›kl› hayvanlardaki de¤erler ile
.
karfl›laflt›rd›¤›m›zda fasciolasisin serum NO düzeyini
.
etkilemedi¤i, ancak karaci¤er NO düzeyini önemli ölçüde
azaltt›¤› tespit edildi. Karaci¤er ile ilgili olarak bulunan bu
sonuçlar Gupta ve ark.’lar› (24) ile Cervi ve ark.’lar›n›n
(25) yapm›fl oldu¤u çal›flmalar ile paralellik
göstermektedir.

F. hepatica enfeksiyonu sonucu karaci¤er dokusunda
.
MDA düzeyinde, katalaz aktivitesinde ve NO düzeyinde
meydana gelen düflüfl karaci¤er dokusunun ileri derecede
fibrotik olmas›ndan kaynaklanabilir. Karaci¤erdeki
hasar›n kandaki parametreleri de¤ifltirmemesi, F.
hepatica’n›n yapm›fl oldu¤u hasar›n endotoksemik de¤il de
mekanik
olmas›ndan
kaynaklanabilece¤ini
düflündürmektedir.
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